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Opinnäytetyössä kehitettiin menetelmä metanogeenisten bakteerien määrittämiseen 
biokaasureaktorista 454-pyrosekvensointimenetelmällä. Tavoitteena oli määrittää 
biokaasureaktorin metanogeenien bakteeripopulaation lähtötaso tiettyinä aikapisteinä mcrA-
geenin avulla. Opinnäytetyö tehtiin Turun ammattikorkeakoulun T&K-projekti Susbiolle ja työssä 
analysoitiin pilot-mittakaavan biokaasureaktoria. 
Työn teoriaosassa käsitellään anaerobista mädätystä, metanogeenisiä bakteereita, 
sekvensoinnin teoriaa sekä metaaninmuodostuksessa toimivan koentsyymin rakenneosan 
geenisekvenssiä. 
Käytännön työssä käsitellään menetelmän kehitystä eli näytteiden esikäsittelyä, PCR-
menetelmällä tuotettavien sekvensoitavien näytteiden valmistusta ja sekvensointia GS Junior-
laitteella. 
Menetelmä vaikuttaa alustavien testauksien mukaan toimivalta. Raakadataa analysoitiin 
Mothur-ohjelmalla, jolloin ensimmäisen aikapistemäärityksen tuloksena oli yli 7000 uniikkia 
sekvenssiä. Seuraavissa aikapistemäärityksissä uniikkien sekvenssien määrä putosi noin 
puoleen ensimmäisestä määrityksestä, mikä kertoisi bakteeripopulaation monimuotoisuuden 
vähentymisestä koejakson aikana. Aikapistenäytteet otettiin noin kuukauden välein. 
Koska mcrA-tietokantaa ei ollut käytettävissä, ei metanogeenisiä bakteereja pystytty 
karakterisoimaan ja näin ollen lopullista varmistusta menetelmän toimivuudesta ei saatu. 
Tutkimusta tullaan jatkamaan luomalla mcrA-tietokanta, jonka avulla voidaan karakterisoida 
metanogeeniset bakteerit biokaasureaktorissa.   
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KÄYTETYT LYHENTEET JA SANASTO 
  
Adapteri Amplikonin päähän PCR:n avulla kiinnitettävä lyhyt yk-
sijuosteinen DNA-nauha 
Amplikoni PCR:n avulla valmistettu kaksijuosteinen DNA-
fragmentti, joka koostuu käytetyistä alukkeista sekä 
kohdesekvenssistä 
Asetotrofi Metanogeeninen bakteeri, joka tuottaa metaania ase-
taattia pilkkomalla 
CCD Charged coupled device, sensori, joka muuttaa kame-
ran taltioiman valon digitaaliseksi dataksi 
DGGE Denaturing gradient gel electrophoresis, geelielektrofo-
reesi, jossa erotellaan muun muassa DNA-
fragmentteja toisistaan. Geelissä denaturoivien kemi-
kaalien pitoisuus nousee asteittain. 
Eksoentsyymi Solun ulkopuolelle erittyvä entsyymi 
Hydrogenotrofi Metanogeeninen bakteeri, joka tuottaa metaania ve-
dystä 
Key Neljän emäksen sekvenssi, jonka avulla analyysiohjel-
ma tunnistaa sekvensoitavan kohdan pikotiitterilevyltä 
Koentsyymi Pieni orgaaninen yhdiste, joka liittyy entsyymiin edistä-
en sen toimintaa 
Kofaktori Pieni epäorgaaninen yhdiste, yleensä metalli, joka liit-
tyy entsyymiin edesauttaen sen toimintaa 
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Metylotrofi Metanogeeninen bakteeri, joka tuottaa metaania metyy-
liryhmän omaavista yhdisteistä 
MID Molecular identifier, kymmenen emäksen mittainen 
näytekohtainen viivakoodi 
Mädäte  Biokaasureaktorissa oleva biomassa 
NCBI National Center for Biotechnology Information 
T-RFLP Terminal-restriction fragment length polymorphism, 
menetelmä, jossa fluoresoivalla merkkiaineella leimatut 
fragmentit pilkotaan restriktioentsyymillä, lajitellaan ko-
konsa mukaan ja havaitaan automatisoidulla 
sekvenssianalysaattorilla 
TTGE Temporal temperature gradient gel electrophoresis, 
geelielektroforeesi, jossa geelimatriisi on samanlainen 
mutta lämpötilaa nostetaan asteittain ajon edetessä 
Vedyn osapaine Vedyn määrä biokaasureaktorissa 
VFA Volatile fatty acids, haihtuvat rasvahapot, anaerobisen 
mädätyksen välituote 
 
8 
 
TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Jenni Yli-Puntari 
1 JOHDANTO 
Biokaasu on suurimmaksi osaksi metaania, joka muodostuu biokaasureaktoris-
sa metanogeenisten bakteerien toiminnan seurauksena anaerobisen mädätyk-
sen loppuvaiheessa. Biokaasu on uusiutuvaa energiaa ja sitä voidaan hyödyn-
tää lämmön ja sähkön tuotannossa sekä siitä voidaan jalostaa polttoainetta. 
(BG) Biokaasun tuotannossa toimivia mikrobeja on tutkittu mutta niiden avulla 
saatavaa tietoa ei vielä hyödynnetä biokaasun tuotannossa. Metanogeenien 
tunnistaminen saattaa edesauttaa sekä reaktorissa vallitsevien olosuhteiden 
ymmärtämistä että biokaasuprosessin optimointia. 
Opinnäytetyö on tehty Turun ammattikorkeakoulun T&K –projekti Susbiolle. 
Teoriaosuudessa käsitellään anaerobista mädätystä, metanogeenisiä bakteerei-
ta ja sekvensoinnin perustaa sekä metaanin muodostuksessa toimivan metyyli-
koentsyymi M reduktaasin α-alayksikön geenisekvenssiä (mcrA). 
Tarkoituksena opinnäytetyössä oli kehittää menetelmä, jonka avulla biokaasu-
reaktorin mädätteestä pystytään 454-pyrosekvensoinnilla tunnistamaan ja luo-
kittelemaan anaerobisen mädätyksen metanogeeniset bakteerit. Näytteinä 
opinnäytetyössä käytettiin Susbion pilot-mittakaavan biokaasureaktorista saatua 
mädätettä. 
Käytännön osiossa käsitellään menetelmän kehitystä, näytteiden esikäsittelyä, 
PCR-menetelmällä tuotettavien sekvensoitavien näytteiden valmistusta sekä 
niiden sekvensointia 454-GS Junior -laitteella pyrosekvensointiin perustuvalla 
menetelmällä.  
Rinnakkaisnäytteet lähetettiin Saksaan Hampurin ammattikorkeakouluun, missä 
metanogeenisiä bakteereja karakterisoidaan mikroskooppimenetelmällä niiden 
morfologian perusteella. Lisäksi samoista näytteistä, kuin opinnäytetyön tutki-
mus suoritettiin, määritettiin myös 16S rRNA-geenin avulla biokaasuprosessin 
mikrobit. 
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2 ANAEROBINEN MÄDÄTYSPROSESSI BIOKAASUN 
VALMISTUKSESSA 
Anaerobinen mädätys on moniosainen prosessi, joka riippuu monen eri mikro-
bin toiminnasta ja niiden toiminnan keskinäisistä suhteista. Prosessin toimivuus 
riippuu myös monista tekijöistä esimerkiksi lämpötilasta, sekoituksesta, viipy-
mästä, inhibition määrästä ja pH:sta. (Appels ym. 2008) 
Anaerobinen mädätys toimii kahdella lämpötila-alueella; mesofiilinen, joka on 
noin 37 ˚C ja termofiilinen alueella 50 - 55 ˚C. (Latvala 2009) Vakaat lämpötila-
olosuhteet tulisi säilyttää koko ajan reaktorin toimivuuden kannalta. Lämpötila-
vaihtelut vaikuttavat bakteereihin, etenkin metanogeenisiin, jotka voivat saada 
aikaan prosessin epäonnistumisen yhdessä päivässä lämpötilan muuttuessa yli 
asteen. (Boe 2006; Appels ym. 2008)  
Sekoituksella pyritään luomaan yhtenäiset kemialliset, fysikaaliset ja biologiset 
olosuhteet koko reaktoriin. Sekoituksella edesautetaan lämmön ja ravinteiden 
tasaista jakautumista reaktorissa sekä kaasukuplien vapautumista. (Appels 
2008)  
Viipymä on se aika, joka biomassalta kestää kulkeutua reaktorin läpi. Viipymän 
tulee olla sellainen, että mikro-organismit ehtivät hajottaa mädätteessä olevan 
orgaanisen materiaalin. (Appels ym. 2008) Biomassan tulee myös viipyä reakto-
rissa riittävän kauan, jotta bakteeripopulaatio pystyy jakautumaan tässä tuo-
reessa biomassassa, jolloin bakteeripopulaatio pystyy kompensoimaan lähte-
vän biomassan mukana poistuvien bakteerien osuuden. (Turovskiy & Mathai 
2006, 177) Liian lyhyt viipymä aiheuttaa metanogeenien huuhtoutumisen liet-
teen mukana, joka havaitaan VFA-pitoisuuksien nousuna. (Appels ym. 2008) 
Korkeammassa lämpötilassa suurempi osa patogeeneistä kuolee, orgaaninen 
aines liukenee paremmin ja reaktionopeudet kasvavat biologisten ja kemiallis-
ten hajoamisreaktioiden osalta. (Appels 2008) Termofiilisessa mädätysproses-
sissa vapaan ammoniakin osuus kasvaa verrattuna mesofiiliseen reaktioon, 
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koska proteiinien hajoaminen on nopeampaa korkeammassa lämpötilassa. 
(Appels 2008) Ammoniakki toimii inhibiittorina mikro-organismeille, koska sen 
oletetaan pystyvän kulkeutumaan solukalvon läpi sisälle soluun. Solussa se 
muuttuu ammoniakista ammoniumiksi aiheuttaen vedyn tarpeen soluun, minkä 
solu korvaa ottamalla vetyä ulkopuolelta. Vetyä ottamalla solu pyrkii pitämään 
pH:n tasaisena ja poistaa samalla kaliumia aiheuttaen soluun kaliumin puut-
teen. (Schnürer & Jarvis, 2010, s.56) Termofiiliseen mädätysprosessiin tarvi-
taan kontrolloidummat olosuhteet kuin mesofiiliseen, koska termofiilinen pro-
sessi on herkempi inhibitiolle nopeammin vapautuvien ammoniakin ja VFA:n 
takia. (Boe 2006; Appels ym. 2008) Koska mesofiilisessä prosessissa läm ötila 
on noin 37  C, sen bakteeripopulaatio on monimuotoisempaa ja lajikoostumus 
hyvin erilainen verrattuna termofiiliseen prosessiin. (Ritari ym. 2012) 
VFA eli haihtuvat rasvahapot ovat tärkein anaerobisen mädätyksen välituote, 
koska metanogeenit käyttävät VFA:n johdannaisia metaboliassaan. VFA:n pitoi-
suus vaikuttaa prosessin happamuuteen, koska sen pitoisuuden noustessa pH 
laskee, jolloin metanogeenisten bakteerien toiminta heikkenee ja myös hydro-
lyysi ja haponmuodostus estyvät. VFA-pitoisuuden nousu kertoo prosessin epä-
tasapainosta, esimerkiksi liian nopeasta syötöstä, lämpötilan vaihteluista tai 
myrkyllisistä yhdisteistä. Ongelmatilanteessa metanogeenit eivät käytä vetyä ja 
VFA:ta tarpeeksi nopeasti, joten niitä kertyy reaktoriin ja pH laskee. VFA on 
myös suurina pitoisuuksina myrkyllistä mikro-organismeille. VFA-pitoisuuden 
laskiessa pH nousee, jolloin metanogeenit joutuvat pois optimi pH-alueeltaan, 
mikä taas vaikuttaa niiden kasvuun ja samalla metanogeenien käyttämät sub-
straatit vähenevät. (Appels 2008) 
Bakteerien määrä ja metanogeenisten bakteerien suhde kaikkiin bakteereihin 
kuvaa biokaasureaktorin elinvoimaa ja mikrobiologisen ruokaketjun eheyttä. 
Hyvän anaerobisen mädätyksen saavuttamiseksi kokonaisbakteerien määrän 
millilitrassa tulisi olla suurempi kuin 800 miljoonaa, joista 10 % olisi metanogee-
nisiä bakteereja. (Scherer & Neumann 2011) 
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2.1 Mädätysprosessin vaiheet 
Anaerobinen mädätys koostuu neljästä vaiheesta; hydrolyysi, hapon muodos-
tus, etikkahapon muodostus ja metaanin muodostus. Anaerobisessa mädätyk-
sessä orgaaninen aines hajoaa ja muuttuu mikrobien toiminnan seurauksena 
pääasiallisesti metaaniksi ja hiilidioksidiksi alla olevan reaktioyhtälön mukaan. 
(WH 1)  
2 CH2O → CH4 + CO2 (WH 1) 
Anaerobisen mädätysprosessin vaiheet on esitetty kuvassa 1. 
 
Kuva 1. Anaerobisen mädätysprosessin vaiheet (WH 2). 
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Hydrolyysissä hajotetaan liukenematonta orgaanista materiaalia ja suuria mole-
kyyliyhdisteitä, kuten lipidejä, hiilihydraatteja ja proteiineja rasvahapoiksi soke-
reiksi ja aminohapoiksi. (Appels ym. 2008) Yhdisteet hajoavat bakteerien ek-
soentsyymien vaikutuksesta ja polymeerien kovalenttiset sidokset katkeavat 
veden kanssa tapahtuvan reaktion seurauksena muodostaen monomeerejä. 
(Deublein & Steinhauser 2008, 94) Hiilihydraatit hydrolysoituvat muutamassa 
tunnissa ja proteiinit ja lipidit muutamassa päivässä. Lignoselluloosan ja lingiinin 
hajoaminen tapahtuu hitaasti ja epätäydellisesti. (Deublein & Steinhauser 2008, 
94.) Hydrolyysiin ja haponmuodostukseen osallistuu suuri määrä mikrobeja; 128 
lahkoa 18 suvusta ja 58 lajista. Yleisimmät suvut ovat Clostridium, Ruminococ-
cus, Eubacterium ja Bacteroide. (Deublein & Steinhauser 2008, 129)  
Hapon muodostuksessa pilkotaan hydrolyysissä syntyneitä yhdisteitä. Hajotuk-
sessa syntyy haihtuvia rasvahappoja, ammoniakkia, hiilidioksidia ja rikkivetyä 
sekä asetaattia, etikkahappoa ja alkoholia. (Appels ym. 2008; Deublein & Stein-
hauser 2008, 94) Fermentatiiviset mikro-organismit toimivat laajalla pH-alueella. 
Ne tuottavat alhaisessa pH:ssa lähinnä etikka- ja voihappoa, kun taas korke-
ammassa pH:ssa etikkahapon lisäksi propionihappoa. (Boe 2006) Melkein kaik-
ki hapon muodostuksessa toimivat mikro-organismit osallistuvat myös hydrolyy-
siin, erityisesti suvut Clostridium, Paenibacillus ja Ruminococcus. (Deublein & 
Steinhauser 2008, 131) 
Anaerobisen mädätysprosessin kolmannessa vaiheessa orgaaniset hapot ja 
alkoholit hajotetaan etikkahapoksi, hiilidioksidiksi ja vedyksi (Appels ym. 2008). 
Asetogeeniset suvut selviytyvät vain, jos ne elävät symbioosissa vetyä kulutta-
van suvun kanssa. Yleisimmät bakteerit, jotka osallistuvat etikkahapon muodos-
tukseen ovat Desulfovibrio, Aminobacterium ja Acidaminococcus suvun jäseniä. 
(Deublein & Steinhauser 2008, 134, 135) 
Metanogeeniset bakteerit tuottavat metaania vedystä, asetaatista ja metyyli-
ryhmän sisältävistä yhdisteistä. Metaanin muodostus tapahtuu anaerobisissa 
oloissa. Metanogeeniset bakteerit tarvitsevat toimiakseen korkean vedyn osa-
paineen ja toiminnallaan pienentävät vedyn määrää mahdollistaen asetogeenis-
ten bakteerien toiminnan. Tällöin metaanin muodostuksen toimiessa, etikkaha-
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pon muodostuskin toimii ongelmitta. Kun metanogeenisten bakteerien toiminta 
häiriintyy, prosessi ylihappamoituu. (Deublein & Steinhauser 2008, 97) Metano-
geenit ovat erittäin herkkiä pH:n suhteen ja niiden optimi pH-alue on välillä 6,8 - 
7,2. (Turovskiy & Mathai 2006, 179) 
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3 METANOGEENISET BAKTEERIT 
Metanogeenit ovat anaerobisia prokaryootteja, jotka kuuluvat Archaea yläkun-
taan. Taksonomisesti metanogeenit muodostuvat viidestä lahkosta: Met-
hanosarcinales, Methanomicrobiales, Methanobacteriales, Methanococcales ja 
Methanopyrales. (Boone & Castenholz 2001)  
Metanogeenisten bakteerien halkaisija vaihtelee välillä 0,1 – 15 µm mutta fila-
mentit voivat olla jopa 200 µm pitkiä. Bakteereja on monenmuotoisia ja ne voi-
vat olla yksinään tai ryhmissä. Metaania tuottavilla bakteereilla on epätavallisen 
korkea rikkipitoisuus; 2,5 % niiden kuivapainosta. Metanogeenisten bakteerien 
soluseinästä puuttuu muramiinihappo ja useilta metanogeeneiltä puuttuu solu-
seinää suojaava kuori. (Gerardi 2003, 17-18, 22)  
Metanogeeniset bakteerit jakaantuvat hitaasti, joten vaaditaan vähintään 12 
päivää suuren metanogeenisten bakteerien populaation saavuttamiseksi. Bak-
teerien hidas kasvu johtuu niiden saamasta suhteellisen pienestä energiamää-
rästä, mikä taas selittyy rajoitetulla substraattien määrällä. Vetyä kuluttavalla 
metaanintuotolla bakteerit saavat enemmän energiaa kuin asetaatin halkomisel-
la. Asetaattia substraattina käyttävä metaanintuotto on kuitenkin yleisempää 
johtuen pienestä vedyn osapaineesta, mikä suosii asetaattia muodostavien bak-
teerien toimintaa. Vedyn alhaisesta osapaineesta on hyötyä, sillä muuten ase-
taatin ja metaanin tuotto asetaatista vähenee ja hajotusta hidastavien sivutuot-
teiden määrä kasvaa. (Gerardi 2003, 27) 
Metaania tuottavilla bakteereilla on ainutlaatuiset kofaktorit F420 ja F430 sekä ai-
nutlaatuinen koentsyymi M. Kofaktorit F420 ja F430 toimivat vedyn kuljettajina ja 
koentsyymi M muuttaa hiilidioksidia metaaniksi. (Gerardi 2003, 18) Koentsyymi 
on orgaaninen molekyyli, joka kiinnittyy entsyymiin ja katalysoi reaktiota. Kofak-
tori taas on epäorgaaninen molekyyli, joka toimii samalla tavalla kuin koentsyy-
mi. (Heino & Vuento 2007, 67) F420 on fluoresoiva molekyyli. Se absorboi hape-
tettuna aallonpituudella 420 nm mutta menettää pelkistettynä kykynsä sekä ab-
sorboida että fluoresoida. (Zeikus 1977, 531) Kofaktori F430 absorboi aallonpi-
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tuudella 430 nm ja sen synteesiin tarvitaan nikkeliä.  F430 on metyylikoentsyymi 
M reduktaasin liitännäinen. (Thauer 1998) 
3.1 Metanogeenisten bakteerien substraattispesifisyys 
Kaikki metanogeeniset bakteerit eivät hajota kaikkia substraatteja, vaan ne voi-
daan jakaa substraattien perusteella kolmeen eri ryhmään; vetyä käyttäviin, 
asetaattia käyttäviin ja metyyliä käyttäviin. (Deublein & Steinhauser 2008, 98) 
Hydrogenotrofiset metanogeenit käyttävät pääasiassa vetyä mutta myös hiili-
monoksidia tuottaessaan metaania. Hydrogenotrofit metanogeenit auttavat yllä-
pitämään matalaa vedyn osapainetta muodostamalla metaania. (Gerardi 2003, 
26) Alla olevissa reaktioyhtälöissä on esitetty hydrogenotrofien metaaninmuo-
dostustavat. 
CO2 + 4 H2 → CH4 + 2 H2O (Gerardi 2003, 26) 
4 CO + 2 H2O → CH4 + 3 CO2 (Gerardi 2003, 26) 
Asetaattia substraattinaan käyttävät asetotrofiset metanogeenit halkaisevat ase-
taatin metaaniksi ja vetykarbonaatiksi. Asetotrofiset metanogeenit lisääntyvät 
hitaammin kuin hydrogenotrofiset metanogeenit ja ovat herkkiä vedyn kertymi-
selle. (Gerardi 2003, 26) Asetotrofien metaaninmuodostus on esitetty alla ole-
vassa reaktioyhtälössä. 
CH3COO
- + H2O → CH4 + HCO3 (Deublein & Steinhauser 2008, 98) 
Metyyliä käyttävät metylotrofiset metanogeenit käyttävät substraatteina yhdistei-
tä, joissa on metyyliryhmä, esimerkiksi metanolia ja metyyliamiinia, tuottaes-
saan metaania. (Gerardi 2003, 27) Metylotrofien metaaninmuodostuksen reak-
tiot on kuvattu alla. 
3 CH3OH + 6 H → 3 CH4 + 3 H2O (Gerardi 2003, 27) 
4 (CH3)3N + 6 H2O → 9 CH4 + 3 CO2 + 4 NH3 (Gerardi 2003, 27) 
16 
 
TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Jenni Yli-Puntari 
Methanomicrobiales, Methanococcales ja Methanopyrales -lahkot koostuvat 
vain vetyä käyttävistä, hydrogenotrofisista metanogeeneistä. Methanobacte-
riales lahkossa on myös hydrogenotrofeja, lukuun ottamatta yhtä metylotrofista 
sukua; Methanosphaera. Muut metylotrofit metanogeenit ja kaikki asetaattia 
käyttävät asetotrofit kuuluvat Methanosarcinales-lahkoon, kuten myös ainoat 
pelkästään asetaattia käyttävät Methanosaeta-suvun jäsenet. Methanosar-
cinales-lahkoon kuuluu metabolisesti monimuotoisimmat metanogeenit. Useat 
Methanosarcinaceae-heimon jäsenet hallitsevat kaikki kolme metaaninmuodos-
tuspolkua. (Garcia ym, 2000; Galagan ym, 2002) Metanogeenien yleisimmät 
suvut ovat Methanobacterium, Methanospirillum ja Methanosarcina (Deublein & 
Steinhauser 2008, 135). 
Kuvassa 2. on esitettynä metanogeenisten bakteerien asema elämän fyloge-
neettisessa puussa. Metanogeeniset bakteerit on alleviivattu ja yläkunnat ympy-
röity. 
 
Kuva 2. Metanogeenisten bakteerien asema elämän fylogeneettisessä puussa 
(Leigh & Whitman 2013). 
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3.2 Metyylikoentsymi M reduktaasi 
Metyylikoentsyymi M reduktaasi on metaaninmuodostuksen avainentsyymi 
(Traversi ym. 2012). Vaikka metaanin tuottoreitit alkavat eri lähtöaineista, ne 
päättyvät metyylikoentsyymi M reduktaasin katalysoimaan metaanin muodos-
tusreaktioon. (Thauer 1998) Esimerkiksi hiilidioksidi sitoutuu ensin metanofu-
raaniin ja sitten asteittain pelkistyy metyyliryhmäksi, joka lopulta liittyy koent-
syymi M:ään muodostaen metyylikoentsyymi M:n (Grabarse ym. 2001). Metyyli-
koentsyymi M reduktaasi (MCR) käyttää substraatteina metaanin muodostuk-
sessa koentsyymi B:tä sekä eri lähtöineista muodostunutta metyylikoentsyymi 
M:ää. (Thauer 1998) MCR:n katalysoima metaaninmuodostusreaktio on esitetty 
alla olevassa kuvassa 3. 
 
Kuva 3. Metyylikoentsyymi M reduktaasi (MCR) katalysoi reaktiota, jossa me-
tyylikoentsyymi M ja koenstsyymi B muutetaan metaaniksi ja heterodisulfidiksi 
(CoM-S-S-CoB) (Grabarse ym. 2001). 
MCR:n molekyylimassa on noin 300 kDA ja se koostuu kolmesta eri alayksikös-
tä, α (McrA), β (McrB) ja γ (McrG). (Shima ym. 2002; Grabarse ym. 2001) 
MCR:iin on sitoutuneena kaksi molekyyliä kofaktori F430:tä. (Grabarse ym. 2001) 
Entsyymikompleksin oletetaan olevan uniikki ja läsnä kaikissa metanogeeneis-
sä (Thauer, 1998). 
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MCR operoni esiintyy kahdessa muodossa, MCRI ja MCRII. MCRI muotoa ole-
tetaan olevan kaikissa metanogeeneissä, kun taas MCRII muotoa on osoitettu 
olevan vain Methanobacteriales ja Methanococcales -lahkoissa. MCR:n α ala-
yksikköä (MCRI) koodaa mcrA-geeni, kun taas mrtA-geeni koodaa MCRII:ta. 
Geenisekvenssit ovat hyvin samanlaisia, joten alukkeiden suunnittelulla on suuri 
merkitys. (Luton ym. 2002) Alla olevassa kuvassa 4 on esitetty metyylikoent-
syymi M reduktaasi. Keltaisella on merkitty entsyymikompleksissa α alayksikkö, 
vihreällä β alayksikkö, sinisellä γ alayksikkö ja violetilla kofaktori F430. 
 
Kuva 4. Yllä on metyylikoentsyymi M reduktaasi ja sen alla α, β ja γ alayksiköt. 
Violetilla on merkitty kofaktori F430. Keltaisilla nuolilla on osoitettu homologiset 
kohdat (Grabarse ym. 2001). 
3.3 mcrA-geeni 
MCR entsyymin läsnäolo määrittää solun metanogeeniseksi, joten entsyymin 
yhtä rakenneosaa, α alayksikköä, koodaavaa mcrA-sekvenssiä voidaan käyttää 
metanogeenien määrittämiseen. Geenin mcrA perusteella määritetty metano-
geenien fylogeneettinen puu muistuttaa läheisesti 16S rRNA -pohjaisesti määri-
tettyä ja siksi mcrA-geeniä voidaan käyttää kohdegeeninä PCR-pohjaisessa 
määrityksessä. (Luton ym. 2002) Geeniä ei ole tutkittu vielä kovin paljoa, eikä 
siitä ole koottu julkista tietokantaa. 
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4 BAKTEERIEN TUNNISTUKSESSA KÄYTETTYJÄ 
MENETELMIÄ 
Bakteerien tunnistuksessa käytetään apuna niiden erikoispiirteitä kuten 16S 
rRNA -geenisekvenssiä, koentsyymejä ja kofaktoreita. Käytetyimpiä menetelmiä 
ovat ne, joissa ensin vahvistetaan haluttu geeni PCR:lla, pilkotaan sattumanva-
raisesti ja muodostuneet fragmentit lajitellaan geelielektroforeesilla. Tällaisia 
menetelmiä ovat muun muassa PCR-DGGE/TTGE ja T-RFLP. (Zhou ym. 2011)  
FISH-menetelmä on myös yleinen metanogeenisten bakteerien määrittämiseen 
käytetty menetelmä. Menetelmässä fluoresoivia molekyylejä kiinnitetään tutkit-
taviin geeneihin joko suoraan tai toisen molekyylin avulla ja fluoroforin lähettä-
mä valo mitataan CCD-kameralla. (Moter & Göbel 2000)  
Metanogeenejä karakterisoidaan myös kofaktori F420 avulla, joka havaitaan opti-
sella mikroskoopilla sen autofluoresenssin avulla. (Deublein & Steinhauser 
2008, 135) Saksassa Hampurin ammattikorkeakoulussa bakteerit määritetään 
värjäämällä solut SYBR® Green-väriaineella ja asettamalla ne metyyliselluloo-
salla päällystetylle mikroskooppilevylle. Solut lasketaan automaattisesti morfo-
logian perusteella kofaktori F420:n autofluoresenssin avulla. (HAW)  
Yli 30 vuoden ajan käytetyin sekvensointimenetelmä oli Sangerin menetelmä. 
Seuraavan sukupolven sekvensointimenetelmät ovat kuitenkin ohittaneet San-
gerin menetelmän käytön, koska niiden sekvensointikapasiteetti on suurempi. 
(Zhou ym. 2011) 
4.1 Sanger sekvensointi 
Sangerin dideoksimenetelmässä luodaan DNA polymeraasin avulla sekvensoi-
tavalle sekvenssille vastinnauhaa. Reaktiossa on normaaleja deoksinukleotidejä 
ja dideoksinukleotidejä, joista puuttuu happiatomi 3´ aseman lisäksi 
2´asemasta, jolloin DNA-synteesi ei voi jatkua dideoksinukleotidistä eteenpäin. 
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Dideoksinukleotidit voidaan myös leimata, jolloin tulosten analysointi on hel-
pompaa ja tekniikka automatisoitavampaa. (Suominen ym. 2010, 177-181) 
Sekvensoitavalle DNA-juosteelle tehdään neljä PCR:ta käyttäen kaikkia neljää 
deoksinukleotidiä ja vain yhtä dideoksinukleotidiä reaktiota kohden. Jokainen 
reaktio tuottaa vain fragmentteja, jotka loppuvat reaktiossa olevaan dideoksi-
nukleotidiin. Dideoksinukleotidejä on reaktiossa rajallinen määrä, joten sen liit-
tyminen syntyvään juosteeseen on sattumanvaraista, mikä johtaa siihen, että 
fragmenteista tulee erikokoisia. PCR-amplikonit erotellaan kokonsa mukaan ja 
riippuen reaktiosta, kaikki fragmentit loppuvat tiettyyn emäkseen, joten sek-
venssi pystytään lukemaan. (Suominen ym. 2010, 177-181)  
4.2 Seuraavan sukupolven sekvensointimenetelmät 
Seuraavan sukupolven sekvensointimenetelmät perustuvat sekvensoitavan 
DNA:n vastinnauhan luomiseen PCR:n avulla. PCR-pohjaisissa menetelmissä 
käytetään kohdegeenin mukaan suunniteltuja alukkeita. Suosituimmat geenit 
metanogeenien määrityksessä ovat 16S rRNA ja mcrA, muita geenejä ovat fwd-
geeni, joka katalysoi hiilidioksidin muuntamista formyylimetafuraaniksi ja ftr-
geeni, joka katalysoi formyylimetafuraanin muuntamista metyylitetrahydrome-
tanopteriiniksi. Geenillä mcrA ei ole vielä kovin kattavaa tietokantaa, mikä tuo 
haasteita geenin käytölle. (Zhou ym. 2011) 16S rRNA on 1550 emäsparia pitkä, 
se esiintyy kaikissa soluissa ja koodaa ribosomin yhtä alayksikköä. Ribosomi on 
tärkeässä roolissa solunsisäisiä proteiineja tuotettaessa. (16S rRNA_1) Geenis-
sä on yhdeksän variaabelia aluetta, joiden avulla pystytään määrittämään, mihin 
lajiin eliö kuuluu. Geenin avulla pyritään yleensä selvittämään lajia, eikä niin-
kään erottamaan saman lajin yksilöitä toisistaan. (Clarridge 2004) 
Esimerkiksi Illuminan the genome analyzer -laitteessa sekvensoitava DNA pil-
kotaan mekaanisesti. Sattumanvaraisesti muodostuneisiin fragmentteihin liite-
tään molempiin päihin adapterit, joista ne kiinnittyvät kennon pohjalla oleviin 
vastinadaptereihin. Yksijuosteisesta sekvensoitavasta DNA-nauhasta muodos-
tuu kaksijuosteista vastinadapterin toimiessa alukkeena. Samaan kohtaan 
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muodostuu useampi klooni samasta amplikonista, joka aiheuttaa signaalin vah-
vistumisen. Sekvensoinnissa käytetään emäksiä, joissa jokaisessa emäksessä 
on sille ominainen fluoresoiva väriaine. DNA-polymeraasi liittää emäksen sek-
vensoitavaan juosteeseen ja laserilla virittämällä saadaan kuvattua, mikä emäs 
on kyseessä. Fluoresoiva väriaine poistetaan ja seuraavan emäksen on taas 
mahdollista liittyä juosteen 3´-päähän. Muita seuraavan sukupolven sekvensoin-
tilaitteita ovat muun muassa SOLiD ja PyroMark ID. (Mutz ym. 2013) 
4.2.1 454-pyrosekvensointi 
Turun ammattikorkeakoulussa on käytössä seuraavan sukupolven DNA-
sekvensointiin soveltuva Roche GS Junior -laite. Laitteen DNA sekvensointi 
perustuu pyrosekvensointimenetelmään. Menetelmällä pystytään sekvensoi-
maan 400 emäksen pituisia fragmentteja 99 % tarkkuudella. Sekvensointi ja 
raakadatan prosessointi kestää 10 tuntia. Laitteella on mahdollista sekvensoida 
sekä amplikoneja että sekvensoitavasta organismista otettuja satunnaisia frag-
mentteja, niin sanotulla shotgun-menetelmällä. (Roche) 
Tässä opinnäytetyössä sekvensoitava tuote luodaan PCR-menetelmällä lisää-
mällä itse sekvensointiin tarvittavat sekvenssit PCR:ssa tarvittaviin alukkeisiin. 
Sekvensoinnissa tarvittaviin sekvensseihin kuuluvat lyhyt sekvensointialuke, 
Key sekä näytekohtainen viivakoodi eli MID. Sekvensointialuketta hyväksi käyt-
täen amplikoni kiinnittyy sekvensointihelmiin. Key on neljästä emäksestä koos-
tuva sekvenssi, jonka avulla laite tunnistaa, missä sekvensointihelmessä on 
kiinnittyneenä PCR-tuotetta. MID on näytekohtainen viivakoodi, jonka avulla 
pystytään erottamaan, mistä näytteestä mikäkin sekvensointitulos on. 5´ ja 3´-
alukkeet kuuluvat monistettavaan ja määritettävään kohdesekvenssiin. Alukkei-
den koostumus ja niiden kiinnittyminen haluttuun sekvenssiin on esitetty kuvas-
sa 5. (Roche)  
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Kuva 5. Alukkeiden kiinnittyminen haluttuun sekvenssiin (Roche). 
PCR-amplikonit amplifioidaan emulsiossa sekvensointihelmien pinnalle. Emul-
sio-PCR:n periaate on esitetty alla olevassa kuvassa 6. Emulsio-PCR:ssa amp-
likonit sekoitetaan PCR-reagenssien ja sekvensointihelmien kanssa siten, että 
emulsio-PCR:ssa saadaan laskennallisesti jokaiseen vesiöljy-mikroreaktoriin 
yksi amplikonimolekyyli yhtä sekvensointihelmeä kohden. Sekvensointihelmi 
sisältää amplifioinnin jälkeen useamman kopion yhdestä ja samasta amplikonis-
ta. Mikroreaktorit rikotaan ja amplikonia sisältävät sekvensointihelmet erotellaan 
muista helmistä magneettisten rikastushelmien ja magneetin avulla. (Roche) 
 
Kuva 6. Emulsio-PCR (Roche). 
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Sekvensointihelmet ladataan Rochen valmistamalle GS Juniorin pikotiitteri-
levylle, joka on valmistettu siten, että yhteen kuoppaan mahtuu vain yksi helmi. 
Levylle laitetaan myös DNA-polymeraasia, ATP-sulfurylaasia, lusiferaasia, apy-
raasia, 5´ fosfosulfaattia (APS) ja lusiferiiniä. (Roche) 
Sekvensoinnissa sekvensoitavalle amplikonille luodaan vastinnauhaa syöttä-
mällä polymeraasientsyymille kutakin emästä vuorotellen. Mikäli polyme-
raasientsyymi liittää vastinemäksen, vapautuu pyrofosfaattia (PPi). ATP-
sulfyrulaasi muuttaa PPi:n ATP:ksi APS:n läsnäollessa. ATP toimii energianläh-
teenä lusiferaasientsyymille, joka saa aikaan valoa tuottavan reaktion, jossa 
lusiferiini muuttuu oksilusiferiiniksi. Syntyvä valo kuvataan GS Juniorin sisällä 
olevalla CCD-kameralla. Valon määrä on suoraan verrannollinen liitettyjen vas-
tinemästen lukumäärään. Valon määrän perusteella luodaan pyrogrammi, jonka 
piikin korkeudet riippuvat liitettyjen nukleotidien määrästä. Alla olevassa kuvas-
sa 7 on esitetty nukleotidin aikaansaama reaktio. Laitteen ja menetelmän on-
gelmana on erottaa homopolymeerisekvenssit, koska valon määrän lisääntymi-
nen ei ole lineaarinen suhteessa liitettyjen nukleotidien määrään, mikäli liitetty-
jen nukleotidien määrä on suurempi kuin kahdeksan. Vapaat nukleotidit hajote-
taan apyraasilla ja reaktio aloitetaan uudestaan seuraavalla emäksellä. (Roche) 
 
Kuva 7. Nukleotidin liittymisen aikaansaama reaktio (Pyrosequencing). 
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5 MENETELMÄN KEHITYS 
GS Juniorilla oli sekvensoitu ennen opinnäytetyötä erilaisia näytteitä, esimerkik-
si bakteerien koko genomia. Biokaasulaitoksen mädätettä ei ollut ennen käytet-
ty sekvensointiin, joten ensin piti luoda keino DNA:n eristämiseen mädätteestä. 
Parhaan DNA-eristyskitin löydyttyä alettiin eristetystä DNA:sta vahvistaa halut-
tua metanogeenisten bakteerien biomarkkeri- eli mcrA-geeniä ja saattamaan 
geenifragmentteja sekvensoinnin vaatimaan muotoon. Menetelmän kehitykses-
sä pyrittiin mahdollisimman puhtaaseen lopputuotteeseen, jotta saataisiin mah-
dollisimman luotettavat tulokset. 
5.1 DNA-eristyskitin valinta 
DNA:n eristäminen aloitettiin tarkastelemalla eri valmistajien tarjoamia DNA:n 
eristykseen sopivia kittejä. Kittejä löytyi kuusi viideltä eri valmistajalta. Testattiin 
kolmea eri eristykseen tarkoitettua ja yhtä konsentrointiin tarkoitettua kittiä. Par-
haimman kitin löydyttyä testattiin vielä, miten eristyksestä saataisiin parempi 
käyttäen kyseisen kitin valmistajan parannusehdotuksia. Opinnäytetyössä 
DNA:n eristämiseen mädätteestä valittiin MO BIO:n PowerSoil DNA isolation 
kitti, koska sitä käyttämällä näytteen spektri näytti DNA:lle ominaiselta, DNA:n 
pitoisuus oli korkein ja puhtaus oli yli 1,8. Kittitestien tulokset ja MO BIO:n kitillä 
eristettyjen näytteiden spektrit ovat esitettyinä liitteessä 1. 
Näytteiden eristäminen tapahtui parhaiten siten, että näytteitä sentrifugoitiin 
8500 x g 20 minuuttia. Supernatantti kaadettiin pois ja sakasta otettiin 250 mg 
näyte, josta DNA eristettiin käyttämällä PowerSoil DNA isolation kit:iä ohjeiden 
mukaisesti. Eristetyn DNA:n pitoisuus ja puhtaus mitattiin ensin NanoDrop-
spektrofotometrillä ja tarkempi pitoisuus mitattiin PicoGreen-menetelmällä. Pi-
coGreen-menetelmä perustuu fluoresoivaan väriaineeseen, jonka pitoisuus mi-
tataan Hidexillä. 
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5.2 Alukkeiden valinta 
Kirjallisuuslähteiden perusteella valittiin kolme sopivinta aluketta. Alukkeet on 
esitetty taulukossa 1. Alle 150 emäsparin kokoero mahdollistaisi sen, että mo-
lemmilla alukkeilla saadut amplikonit voitaisiin laittaa yhtä aikaa emulsio- 
PCR:oon. Kaikilla alukkeilla suoritettiin PCR lämpötilagradienttina ja reagens-
siseoksena kokeiltiin kahta erilaista seosta, joista vain toinen tuotti PCR-
amplikoneja. Valittiin käytettäväksi alukepari ML, koska se oli ainoa, joka tuotti 
PCR:ssa amplikoneja. 
Taulukko 1. Primereiden nimet, sekvenssit ja amplikonien pituudet (Juottonen 
ym. 2006). 
 
5.3 PCR-olosuhteiden optimointi 
PCR-olosuhteita optimoitiin muuttamalla ML-alukkeiden konsentraatiota, ent-
syymin pitoisuutta, DNA:n määrää, sekä annealing-lämpötilaa (=alukkeiden liit-
tymislämpötila). Entsyymin tehokkuutta pyrittiin edistämään lisäämällä magne-
siumkloridia mutta sillä saatiin tuotettua enemmän epäspesifisiä tuotteita. Amp-
likonien pituus, laatu ja pitoisuus määritettiin Bioanalyzer:lla. Pitoisuus määritet-
tiin vaihtoehtoisesti myös Qubit-fluorometrillä. Tuotettujen amplikonien koko oli 
noin 580 emäsparia ja annealing lämpötilaksi valittiin ML-alukeella     C. 
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Muuttamalla alukkeiden, DNA:n ja entsyymin määrää ei onnistuttu poistamaan 
primer-dimereita, joten päädyttiin käyttämään agaroosigeeliä, jossa fragmentit 
erottuisivat kokonsa mukaan ja vain haluttu kokoluokka saataisiin leikattua tal-
teen. Optimoinnin jälkeen käytetyt PCR-olosuhteet on esitetty alla olevassa tau-
lukossa 2. 
Taulukko 2. Käytetyt PCR-olosuhteet. 
Reagenssi Pitoisuus reaktiossa 
H2O   
10 x Buffer 1 x  
dNTP (10 mM) 0,2 
Primer MLf (10 µM) 0,1 
Primer MLr (10 µM) 0,1 
Entsyymi 5U 1,25 U 
DNA (10 ng/µl) 10 ng 
 
Ohjelma 
94 ˚C 3 min   
94 ˚C 30 s   
  ˚C    s 35 sykliä 
72 ˚C 1 min   
72 ˚C 8 min   
6 ˚C hold   
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6 METANOGEENISTEN BAKTEERIEN MÄÄRITYS 
Biokaasureaktorista otettiin kolme näytettä ns. perusjakson ajalta, jolloin reakto-
ria syötettiin pelkästään jätevedenpuhdistamolietteellä. Tarkoituksena oli määrit-
tää biokaasureaktorin bakteeripopulaation lähtötaso. Määrittämällä lähtötaso 
pystytään jatkossa havainnoimaan biokaasureaktorin prosessimuutosten aihe-
uttama muutos bakteeripopulaatiossa. Näytteet otettiin määrättyinä aikapistei-
nä, eristettiin, vahvistettiin PCR:lla kolmeen kertaan ja sekvensoitiin Rochen GS 
Juniorilla. Koejakso oli 25.2.13 – 2.4.13 ja aikapisteiksi valittiin päivät 2502, 
1803 ja 0204.   
6.1 Näyte 
Turun AMK:n Susbio-projektin pilot-mittakaavan biokaasureaktori toimi opinnäy-
tetyön tutkimuskohteena. Reaktorin kokonaistilavuus on 4 m3, josta aktiivinen 
tilavuus on 3,5 m3. Mesofiilistä prosessia ohjataan ohjausjärjestelmän avulla, 
jolla määritetään reaktorin lämpötila, sekoittimen nopeus, syöttösekvenssin ti-
heys, syötön määrä ja reaktorin aktiivinen tilavuus. Reaktorin sekoituksesta joh-
tuen uskotaan, että otettu näyte on edustava otos koko reaktorissa vaikuttavista 
bakteereista. Näytteen kuiva-ainepitoisuus on ollut koejakson aikana keskimää-
rin 7,3 % ja pH on ollut noin 7,7. 
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6.2 DNA:n eristys 
DNA eristettiin samana päivänä, kuin näytteet oli otettu. Näytteet sentrifugoitiin 
kuivajakeen erottamiseksi nestejakeesta. Kuivamassasta otettiin kolme näytettä 
DNA eristykseen, joka tapahtui kitin valmistajan ohjeiden mukaisesti. Eristys 
perustui näytteen mekaaniseen hajottamiseen, sentrifugoimalla tapahtuvaan 
epäpuhtauksien poistoon sekä adsorptiokolonnilla DNA:n talteenottoon ja puh-
distukseen. Eristetyt DNA-näytteet siirrettiin pakastimeen odottamaan, että 
kaikkien aikapisteiden näytteet saatiin eristettyä ja niiden jatkokäsittely suoritet-
tiin yhtäaikaisesti. Liitteessä 2 on esitetty DNA näytteiden puhtaus ja pitoisuus 
aikapisteittäin. 
6.3 Eristetyn DNA:n monistaminen ja puhdistaminen 
PCR suoritettiin menetelmän optimoinnissa saavutettujen reaktio-olosuhteiden 
mukaisesti. Alukkeina käytettiin pelkkiä geenispesifisiä alukkeita. PCR:n jälkeen 
näytteet pipetoitiin itse valmistetulle 1,8 % agaroosigeelille ja ajettiin 80 voltin 
jännitteellä kunnes näytepuskuri oli ajautunut geelin reunaan. Agaroosigeelit 
kuvattiin ja amplikonit leikattiin talteen. DNA eristettiin agaroosigeeliltä käyttäen 
kaupallista kolonniadsorptioon perustuvaa kittiä. Amplikonit ajettiin Bioanaly-
zer:lla, ajatuksena tarkistaa, saatiinko tuote geeliltä ja poistuivatko primer-
dimerit ja muut epäpuhtaudet. Ajettu Bioanalyzer-geelikuva on liitteessä 3.  
6.4 Monistetun DNA:n valmistelu sekvensointiin 
Toinen PCR suoritettiin samoilla reaktio-olosuhteilla kuin ensimmäinen, mutta 
alukkeina käytettiin sekvensointialuke + adapteri + Key + MID –koostuvaa fuu-
sioaluketta. PCR:n jälkeen kaikkien aikapisteiden näytteet rinnakkaisineen yh-
distettiin ja ajettiin 1,8 % agaroosigeelille. Bändi leikattiin geeliltä ja DNA eristet-
tiin geeliltä käyttäen samaa kittiä kuin ensimmäisen PCR:n jälkeen. Tuote ajet-
tiin Bioanalyzer:lla ja kohdeamplikonin pituus oli 598 emäsparia ja pitoisuus on 
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1,11 ng/µl. Bioanalyzer-kuva on esitetty liitteessä 3. Näytteen tarkempi DNA-
pitoisuus määritettiin Qubit-fluorometrillä.  
Emulsio-PCR ja sekvensointi suoritettiin Turun AMK:n molekyylidiagnostiikan 
laboratorion emPCR (LIB-L)-protokollan mukaan. Qubitilla ja Bioanalyzerillä 
saatujen tulosten perusteella laskettiin molekyylimäärä seuraavan kaavan mu-
kaan; 
amplikoniM
Nc
lmolekyyliä A


/  
jossa c on näytteen pitoisuus ng/µl, NA Avogadron vakio 6,022*10
^23 1/mol, M 
molekyylimassa (DNA nukleotideillä noin 656,6*109 ng/mol) ja amplikoni on 
amplikonin pituus emäspareina, joka on 598 bp. 
Näyte laimennettiin pitoisuuteen 6102  molekyyliä/µl. Valmisteltiin emulsio-
PCR:oon tarvittavat reagenssit ja luotiin emulsio valmistajan ohjeiden mukaises-
ti. Näytettä pipetoitiin siten, että laskennallisesti tulisi yksi amplikoni yhtä sek-
vensointihelmeä kohti. Emulsio jaettiin 96-kuoppalevylle ja PCR suoritettiin tau-
lukon 3 ohjelmalla. 
Taulukko 3. Emulsio-PCR:n ohjelma. 
emPCR 
94 ˚C   min   
9  ˚C 30 s   
 8˚C  ,  
min 
50 
sykliä 
68 ˚C 30 s   
10 ˚C hold   
 
PCR:n jälkeen emulsio kerättiin kuoppalevyltä, emulsio hajotettiin ja sekven-
sointihelmet kerättiin talteen. Sekvensointihelmiltä poistettiin vastinjuoste, joka 
ei ollut kovalenttisesti sitoutunut. Magneettiset rikastushelmet kiinnitettiin sek-
vensoitavan DNA-juosteen sekvensointialukkeeseen ja magneetin avulla saatiin 
kerättyä sekvensoitavat DNA:ta sisältävät sekvensointihelmet talteen. Rikastus-
helmet poistettiin sekvensointialukkeiden päistä, lisättiin sekvensointiin vaadit-
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tavat alukkeet valmiiksi helmiin. Helmien määrä laskettiin helmilaskurin avulla. 
Alla olevassa kuvassa 8 on esitetty helmilaskuri ja sekvensointiin käytetty mää-
rä sekvensointihelmiä. Helmiä on laskurin alempaan reunaan, joten niiden mää-
rä on noin 500 000. 
 
Kuva 8. Sekvensointihelmet emulsio-PCR:n jälkeen. 
6.5 Sekvensointi 
Itse valmistetut reagenssit, sekvensointihelmet ja kontrollihelmet ladattiin piko-
tiitterilevylle valmistajan ohjeiden mukaisesti. Levyn lataamisen jälkeen sekven-
sointi käynnistettiin. Raakadata analysoitiin “full processing for shotgun and pai-
red end” algoritmin mukaisesti. Taulukossa 4 on kerrottuna sekvensoinnista 
saadut arvot ja Rochen antamat rajat. 
Taulukko 4. Sekvensoinnissa saadut arvot ja Rochen antamat raja-arvot. 
  Saadut arvot Roche 
Raw wells 249 483 200 000-230 000 
Key pass wells 233 875 90 % of raw wells 
Total bases 58 500 466 >35 000 000 
Dot + mixed % 9,00 <20 % 
Short % 20,38 <30 % 
Passed filter % 69,33 >50% 
Control with 400 base pairs ≥95 % 76,63 over 60 % OK 
over 80 % great     
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Sekvensoinnin tulokset täyttävät Rochen aja-arvot, joten sekvensointi oli onnis-
tunut. Raw wells –arvo on hieman yli analysoinnille annetun optimaalisen alu-
een mutta ei kuitenkaan niin paljoa, että se vaikuttaisi sekvenssien laatuun. Jos 
raw wells –arvo olisi liian suuri, se vaikuttaisi dot + mixed % ja short % -arvoihin, 
jotka kuvastavat sekvenssien laatua ja luotettavuutta.   
6.6 Sekvensointitulosten analysointi 
Tulokset analysoitiin Mothur-ohjelman versiolla 1.29.2. Käytäen Patric D. 
Schlossin 454 SOP:ia. 454 SOP:n mukaan poistettuun aluke- ja MID-
sekvenssit, yli 8 mittaiset homopolymeerit ja alle 200 emäsparin mittaiset sek-
venssit. Seuraavaksi analysoitiin vain uniikit eli ainutlaatuiset sekvenssit. Saatu-
ja uniikkeja sekvenssejä verrattiin 16S rRNA-tietokantaan ja todettiin, etteivät 
tutkitut näytteet olleet kontaminoituneet 16S rRNA-geenillä, koska sekvensseis-
tä ei saatu vastaavuuksia kyseisellä tietokannalla. Sekvenssien jatkoanalysointi 
vaatisi erityisen mcrA-tietokannan, jonka puuttuessa opinnäytetyössä ei pystytty 
nimeämään bakteereja. Satunnaisrinnastus NCBI:n tietokantaan vertaaminen 
antaa tulokseksi aiemmin julkaistun mcrA-geenin erinäisillä metanogeeneillä, 
joten satunnaistestin mukaan onnistuttiin amplifioimaan oikeaa geeniä.  
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7 TULOKSET JA JOHTOPÄÄTÖKSET 
Alla olevassa taulukossa 5 on esitetty kaikkien ja uniikkien sekvenssien määrä 
aikapisteittäin. Rinnakkaisten tulokset ovat esitettyinä vierekkäin. Taulukosta 
havaitaan, että kaikkien sekvenssien lukumäärä on kasvanut mutta uniikkien 
sekvenssien määrä on vähentynyt. Uniikkien sekvenssien määrän vähenemi-
nen helmikuusta huhtikuuhun saattaa johtua siitä, että ennen koejakson aloit-
tamista pilot-reaktorissa oli testauksessa prosessia parantavaa lisäainetta. Li-
säaine on saattanut jäädä vaikuttamaan bakteeripopulaation vielä pidemmäksi 
aikaa, mikä näkyisi bakteeripopulaation kasvaneena monimuotoisuutena. Lisä-
aineen poistuttua bakteeripopulaatio palautuisi ennalleen yksipuolisemman ra-
vintoaineen seurauksena.  
Taulukko 5. Kaikkien ja uniikkien sekvenssien määrä aikapisteittäin. 
 2502 1803 0204 
Sekvenssit 11776 9939 12597 13192 14646 14292 
Uniikit sekvenssit 2897 4172 1579 1651 1877 2006 
Yhteensä sekvenssejä 21715 25789 28938 
Yhteensä uniikkeja 7069 3230 3883 
 
Yllä olevasta taulukosta 5 nähdään, että kahden rinnakkaisnäytteen välillä on 
eroavuutta, koska työvaiheita ja siten virhelähteitä on useita; esimerkiksi DNA:n 
eristys, sekvenssien leikkaaminen agaroosigeeliltä ja PCR. DNA:n eristyksessä 
käytettävän näytemäärän pienuudesta johtuen näytteen homogeenisuus on 
kriittinen. Sekvenssien leikkaaminen agaroosigeeliltä aiheuttaa myös merkittä-
vän virhelähteen ja tässä opinnäytetyössä se tehtiin samoille näytteille kolmesti. 
PCR tuo myös yhden virhelähteen lisää, koska lyhyemmät sekvenssit monistu-
vat nopeammin ja siten myös paremmin kuin pidemmät sekvenssit. 
Koska mcrA-tietokantaa ei ollut saatavilla, metanogeenejä ei pystytty nimeä-
mään. Seuraavana vaiheena opinnäytetyön jälkeen on tietokannan kokoaminen 
tai hankkiminen, mikä rajattiin suuritöisyyden vuoksi opinnäytetyön ulkopuolelle. 
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Biokaasureaktorin perustason metanogeeniset bakteerit ovat kuitenkin sekven-
soituina, joten tietokannan avulla seuraavia aikapisteitä saadaan verrattua 
opinnäytetyössä kerättyihin tietoihin ja muutokset bakteeripopulaatiossa havait-
tua. Lisätutkimuksella saataisiin tietoa bakteeripopulaation muutoksista ja esi-
merkiksi syötteen vaikutuksesta bakteereihin, mistä olisi hyötyä ongelmatapa-
uksissa, kuten reaktorin kaasuntuoton romahtaessa. 
mcrA-tietokannan avulla saadaan selville, onko alukkeilla onnistuttu saamaan 
oikeaa geeniä. Jos saataisiin sekvenssejä vain lahkoista Methanobacteriales ja 
Methanococcales, tiedettäisiin, että alukkeilla on saatu mrtA-geeniä mcrA-
geenin sijaan. Menetelmän toimivuuden kannalta olisi myös oleellista saada 
tietää, onko kaikista metanogeenien luokista saatu mikrobeja. Siten saataisiin 
tietää, ovatko käytetyt alukkeet tarpeeksi universaaleja ottamaan kaikkien mik-
robien mcrA-geenit vai ovatko ne liian spesifisiä ja jättävät joitakin bakteereja 
pois.  
Opinnäytetyössä ML-alukkeilla luodut amplikonit ovat pidempiä kuin kirjallisuus-
lähteiden mukaan pitäisi olla. Syytä tähän ei ole tiedossa mutta asian selittäisi 
alukkeiden heikko toimivuus tai amplikonin pituuden vaihtelu lähdemateriaalista 
riippuen. 
DNA:n eristys oli onnistunut, koska absorbanssien mittaustulokset osoittavat 
eristetyn DNA:n olevan puhdasta. Eristyksen onnistumisesta kertoo myös se, 
että samoista DNA-eristysaikapistenäytteistä kartoitettiin mikrobit 16S rRNA-
geenin avulla. Ennen sekvensointia tehdyt toimenpiteet näyttäisivät onnistuneil-
ta geelikuvien perusteella. Sekvensointiajo oli onnistunut, sillä saadut arvot täyt-
tivät Rochen raja-arvot. 
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7.1 Hampurin ammattikorkeakoulun tulokset 
Hampurin ammattikorkeakoulussa on määritetty metanogeeniset bakteerit nii-
den morfologian mukaan ja tulokset on esitetty taulukossa 6. 
Taulukko 6. Hampurin AMK:ssa määritetyt metanogeeniset bakteerit niiden 
morfologian perusteella aikapisteittäin.  
Hampurin ammattikorkeakoulussa saadut tulokset aikapisteit-
täin 
  2502 1803 0204 
Solujen kokonaismäärä (solua/ml) 1,48E+10 1,98E+10 1,66E+10 
Metanogeenisiä bakteereja (solua/ml) 5,63E+08 7,18E+08 7,37E+08 
Metanogeenisiä bakteereja (%) 3,81 3,63 4,45 
Metanogeeniset bakteerit morfologisesti luokiteltuna aikapisteittäin                               
(% metanogeenisistä bakteereista): 
Methanomicrobia 58,8 62,8 73,7 
Methanobacteria 17,9 13,0 12,3 
Methanospirillum 0,1 0,0 0,0 
Methanosarcina 10,4 9,7 10,0 
Methanosaeta 12,7 14,6 4,0 
 
Methanospirillum-suvusta tunnetaan yksi laji ja lajin edustajat käyttävät vetyä 
substraattinaan. Laji kuuluu yleisimpiin metanogeenisiin bakteereihin mutta ei 
tuloksista päätellen kuulu pilot-reaktorin bakteereihin. Methanosarcina-suku 
kuuluu yleisimpiin metanogeeneihin ja useat suvun jäsenet hallitsevat metaanin 
tuoton kaikista kolmesta substraatista. Suvun osuus on pysynyt koko koejakson 
ajan tasaisena, joten ravinteet, joita suvun edustajat käyttävät eivät ole muuttu-
neet. Methanosaeta-sukuun kuuluvat ainoat tunnetut pelkästään asetaattia sub-
straattinaan käyttävät metanogeenit. Suvun edustajien vähentymisestä voisi 
päätellä sen, että biokaasureaktorin syötteen muuttuessa yksipuolisemmaksi, 
näiden bakteerien käyttämän substraatin osuus on vähentynyt. 
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PicoGreen
Näyte m(g) Esikäsittely Kitti Puhtaus 260/280 Pitoisuus ng/µl Jatkokäsittely Puhtaus 260/280 Pitoisuus ng/µl Pitoisuus ng/µl
0,2479 8500 g 20 min MO BIO, 12888 1,17 37,43 MO BIO konsentrointi 1,73 29,67 -
0,2507 8500 g 20 min PowerSoil DNA Isolation Kit 1,17 36,755 PrepMan ultra 1,63 16,77 -
0,2453 8500 g 20 min MO BIO, hajotettu lämmittämällä 1,66 41,33 MO BIO konsentrointi 1,81 33,03 25,66
0,2476 8500 g 20 min 1,77 54,885 MO BIO konsentrointi 1,84 47,44 39,09
0,2477 8500 g 20 min Norgen,49300 1,81 24,765 -
0,2439 8500 g 20 min Soil DNA Isolation Kit (High HA) 1,80 28,46 -
0,2508 - 1,72 17,505 -
0,2466 - 1,85 11,895 -
0,1042 8500 g 20 min Epicentre, SM02005 0,715 1,49 -
0,0981 8500 g 20 min SoilMaster DNA extraction kit 0,14 0,375 -
NanoDrop NanoDrop454 SOP: http://www.mothur.org/wiki/454_SOP Viitattu 5.8.13 
 
 
 
 
Kittitestien tulokset 
MO BIO:n kitillä eristettyjen näytteiden spektri 
Liite 2. Eristettyjen aikapistenäytteiden puhtaudet, pitoisuudet ja päivämäärät. 
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Aikapisteiden puhtaudet ja pitoisuudet 
Näyte 260/280 NanoDrop 
pvm. 
Pitoisuus 
ng/µl 
PicoGreen 
pvm. 
2502_1 1,91 26.2.2013 108,791 12.3.2013 
2502_2 1,9 26.2.2013 112,2256 12.3.2013 
2502_3 1,92 26.2.2013 91,78461 12.3.2013 
1803_1 1,86 3.4.2013 101,9794 4.4.2013 
1803_2 1,86 3.4.2013 112,6628 4.4.2013 
1803_3 1,86 3.4.2013 109,8412 4.4.2013 
0204_1 1,85 3.4.2013 133,3968 4.4.2013 
0204_2 1,88 3.4.2013 124,4953 4.4.2013 
0204_3 1,87 3.4.2013 112,6052 4.4.2013 
Liite 3. Aikapisteiden Bioanalyzer-geelikuvat ensimmäisen ja toisen PCR:n ja geeliltä 
leikkaamisten jälkeen. 
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Bioanalyzer-kuva toisen PCR:n ja geeliltä eristämisen jälkeen 
Bioanalyzer-kuva ensimmäisen PCR:n ja geeliltä eristämisen jälkeen 
